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Verfahren zur nichtinvasiven Frulierkennuiig von Dickdarmkrebs 
und/oder barmkrebsvorlauferzellen 



Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfaliren zur nichtinvasiven 
Fx^erkennung von Dickdarmkrebs und/oder Dickdarmkrebs - 
vorlauferzellen, sie betrifft weiterhin Primer, mit denen 
Mutationsanalysen in ausgewah.lt en Regionen der Gene APC, K- 
ras und p~Catenin durchgefuhrt werden konnen, sowie einen 
Kit, der diese Primer \imfasst und auSerdem die Verwendung der 
Primer und " des Kits zur Mutationsanalyse, insbesondere zur 
Fruherkennung von Dickdarmkrebs tmd/oder Dickdarmkrebs - 
vorlauf ^rzellen. 

Im Stand der Technik sind verschiedene Verfahren bekannt, um 
Dickdarmkrebs zu detektieren. Die gangigsten in der Medizin 
angewandten Verfahren zur Diagnose von Dickdarmkrebs sind der 
Haemokkulttest , die Sigmbidoskopie und die Kolonoskopie . 

Der Haemokkulttest / der auf deih .Nachweis von Blut im Stuhl 
beruht, ist aufgrund vielfaltiger moglicher Ursachen von 
Darmblutungen nicht ausreichend spezifisch fur die Diagnose 
von Dickdarmkrebs- AuSerdem ist der Blutverlust aus. kleinen 
kolorektalen Tiamoren {< 2 cm) mit 1 bis 2 ml pro Tag so 
gering, dass er mit diesem Test nicht immer_ erf asst wird/ Die 
Sigmoidoskopie, eine Spiegelung des Enddarms, kann Tumore des 
proximalen Kolons nicht erkennen. Geschatzt wird, dass 25 bis' 
34 % der Kolonkarzinome mit dieser Methode ubersehen* werden. 
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Die Kolonoskopie , bei der der gesamte Dickdarm gespiegelt 
wird, erkennt etwa 80 % der Tumore einer GroSe von > 1 cm, 
ist jedoch ein invasives Verfahren und aufgrund der daraus 
resultierenden geringen Akzeptanz. bei den Patienten als 
5 regalmaJSige Vorsorgeimtersuchung kaiom geeignet. Derzeit 
arbeiten daher melirere Arbeitsgruppen an der Entwicklung von 
Verfahren zux Diagnose von Darmkrebs in Stiihlproben. 

Der Nachweis- des carcinoernbryonalen Antigens (CEA) in Faces 
10 (US Pat. No- 005741650 A) ist kein zuverlassiger Test zur 

• Vorhersage eines beginnenden Dickdarmt-umors , sondem er ist 
vielmehr als Indikator f<ir das Auftreten von Rezidiven 
geeignet. Ahlguist • und Shuber konnten mit der auf der 
Polymerasekettenreaktion (PGR) basierenden Methode eine 
15 fitoereinstiramxing von K-ras-Mutationen in Stuhl- und Gewebe- 
proben von Patienten mit Krebs Oder grolSen Adenomen nach- 
weisen. K-ras-Mutationen treten allerdings in weniger als 
50 % aller Kolontumore auf und sind auch in nicht 
neoplastischem Gewebe zu f inden, weshalb dieser Marker allein 
20 nicht ausreichend fflr ein Nachweisverf ahren zur Fruherkennung 
von Darmkrebs ist. Die gleiche Arbeitsgruppe hat einen Test 
^ entwickelt^ der 15 definierte Punktmutationen in den Genen 
fur K-ras, APC, p53 sowie Bat -2 6 detektiert und „long'' DNA in 
Stuhlproben nachweist. Dieser Test soil derzeit praklinischen 
25 Studien vmterzogen werden* Aufgrund der grolSen Anzahl der in 
diesem Test untersuchten Mutationsstellen sind die zu 
eirwartende Sensitivitat und Spezifitart sehr hoch, jedoch 
handelt es sich hierbei auch um einen extrem kostenintensiven 
Test. 

30 

Aufgabe der Erfindung war es daher, ein Verfahren bereit- 
zustellen, mit dem Dickdarmkrebs .bzw. Dickdarmkrebsvor- 



lauferzellen einfach, sicher tmd effektiv detektiert werden 
k6nnen. 

pie Erf indung 16st dieses Problem durch die Bereitstellung 
eines Verfahrens zur niclitinvasiven Fruherkennimg von Dick- 
dartnkrebs xiiid/oder Darmkrebsvorlauf erzellen durch Mutations- 
analyse der Gene fur APC, K-ras tind p-Catenin in einer Probe/ 
wobei das Verfahren folgende Schritte umfasst: 

Entnahme einer* Stiohl- und/oder Gewebeprobe, 

Homogenisieren der Probe, 

.Gewiixnimg von DNA aus der Probe, 

Durchf^lbmng einer Amplif izierungsreaktion in den Genen 
. tar APC, K-ras imd p-Catenin, 
wobei fur APC die Primer 



si 


TTGCAGTTATGGTCAATACCC 


asl 


GTGCTCTCAGTATAAACAGGATAAG 


32 


CCTCAAAAGGCTGCCACTTG 


as 2 


CTGTGACACTGCTGGAACTTCGC 


S3 


AGCACCCTAGAACCAAATCCAGCAG 


as 3 


TGGCATGGTTTGTCCAGGGC 


s4 


ACAAACCATGCCACCAAGCAGA 


as4 


GAGCACTCAGGCTGGATGAACAAG 


s5 


TTCCAGATGCTGATACTTTA 


as5' 


CTGAATCATCTAATAGGTCC , 


fur 


K-ras die Primer 


s 


CTGGTGGAGTATTTGATAGTG 


as 


TCTATTGTTGGATCATATTCG 


und 


f<ir -P-Catenin die Primer 


s 


CTGATTTGATGGAGTTGGAC 


as 


CTTQAGTGAAGGACTGAGAA 



verwendet werden, wobei Antplif ikationsprodukte entstehen 
land 



Dtirchfuhimng einer Mutationsanalyse in den 
Amplif ikat ionsprodukten . 

Uberrasclienderweise ist es mit diesem Verfahxen moglich, 
5 nichtinvasiv, billig imd einfach iind mit einer Erspamis an 
Zeit, Material iind Arbeitsstuf en sowie mit einer Erspamis, an 
Kosten, schwer besciiaf f enbarer Feinchemikalien sowie mit 
einer erhohten Zuverlassigkeit und groSeren Effektivitat 
Dickdarmkrebs und/ Oder Dickdarmkrebsvorlauf erzellen sehr f ruli 
10 zu erkeimen. Das erf indimgsgemaBe Verfahren vearmehrt 
weiterhin die technischen Moglichkeiten der Krebsdiagnostik 
und stellt somit eine weitere Moglichkeit zur F3rtiherkennung 
von Dickdarmkrebs zur Verf-iigung. 

15 Die geringe Anzahl an Arbeitsstuf en ermoglicht es vorteil- 
hafterweise, das Verfahxen gegebenenf alls zu automatisieren 
Oder zu miniaturisieren. 

Das erf indiingsgemafie Verfahren vereint weiterhin die Vorteile 
20 der einfachen Probengewinnxmg iind die Moglichkeit, entste- 
henden Dickdarmkrebs bzw, Dickdarmkrebsvorlauf erzellen in 
einem fruhen Stadium zu diagnostizieren. Da es sich um ein 
nichtinvasives Verfahren handelt, bei dem beispielsweise die 
Abgabe einer Stuhlprobe oder gegebenenf alls einer Gewebeprobe 
25 ausreichend ist, erreicht das Verfahren eine hohe Akzeptanz 
bei den Probanden, bei denen es sich beispielweise um 
Menschen oder Tiexe handeln kann. Daher kann; das _ Verfahren 
fur Routinetests, aber auch fur Vorsorgeuntersuchimgen Anwen- 
duag finden. Aufgrimd der verwendeten Kombination der drei 
30 untersuchten Gene, AFC, K-ras und P-Catenin, die so mit 
fruhen Mutationse'rgebnissen wahrend der Kolonkanzerogenese in' 
Verbindung gebracht werden, kann eine hdhere Sensitivitat und 
Spezifitat erreicht werden als bei den bekannten Tests, die 



sich insbesondere nur auf die Mutation eines Proteins 
beschranken* Vorteilhafterweise ist das erf indungsgemaSe 
Verf ahren nicht auf einige- wenige def inierte Piinktmutationen 
festgelegt, sondem mit dem Verf ahren ist es moglicb, inner- 
halb der Bereiche, in den bei den untersuchten Genen gehauft 
Mutationen auf tret en, gegebenenf alls auch bisher unbekannte 
Mutationen zu erfassen. 

Da unterschiedliche Arten von Dickdarmkrebs unterscbiedliche 
Wege bei der Kanzerogenese beschreiten, bestand eine Schwie- 
rigkeit f fir die Entwicklung eines diagnostischen Kits darin, 
geeignete Marker zu kotnbinieren, die m5glichst umfassend alle 
Arten bzw. viele Arten von Kolonkarzinomen erfassen, wie 
beispielsweise auch spontane Kolonkarzinome xnit und ohne 
Mikrosatelliten-Instabilitat , die durch unterschiedlichste 
stimuli ausgelSst werden konnen, wie z\mi Beispiel EmShrung, 
haufiger Alkohol- oder Tabakkonsum, Expositionen gegenuber 
physikalischen oder chemischen Einflussen usw. 

Die gewahlte Kombination der . drei genannten Gene in 
Kotnbination mit den beanspruchten Primem ermSglicht eine 
einfache, sichere imd effektive Diagnose von Dickdarmkrebs. 

Das erf indungsgemaSe Verf ahren kann beispielsweise so 
erfolgen, dass aus humanem Stxihl eine erbsengroSe Portion des 
abgesetzten Stuhls entnommen iind folgend in* flussigem 
Stickstoff schockgef roren ' wird. Weiterhin ist es 
selbstverstandlich auch moglich, dass humanes Tumorgewebe 
Oder deren Vorlauf er wie beispielsweise aberrante Crypten/ 
Adenome bzw. Adenokarzinome in der Biopsie z. B. im Verlauf 
der Koloskopie oder bei einer OP entnommen wurden. 
AnschlieSend konnen die Stuhlprobe bzw. die Gewebeprobe 
homogenisiert werden, wobei dies beispielsweise in 



Puffersystemen mit den dem Fachmann bekaimten Kits erfolgen 
karm. AnschlieSend werden die so homogeaisierten Proben 
zentrifugiert, so dass aus dem tSberstand des Probenhomogenats 
DNA isoiiert werden kann. Gegebenenf ^lls ist es moglicli, vor 
diesem Schritt der- Isolierimg der .DNA eine Anreicherung 
dieser vor zunehnien . Dies kann beispielsweise so erfolgen, 
dass die Zielgene aus der Gesamt-DNA durch Hybridisierung 
sequenzspezifischer biotinylierfer Oligoniakleotide mit den 
Zielgenen APC, K-ras, p-Catenin xand der Kopplimg des 
Biotinrestes an Streptavidin' und weiterliin der Separation 
uber magnetische Partikel mittels dem Fachmann bekannter Kits 
gewonnen werden. ' Hierbei sind die Oligontikleotidsequenzen so 
zu wSblen, dass sie mit Bereichen hybridisieren, die von den 
nachf olgend verwfendeten Primem begrenzt werden Oder dicht 
neben dem amplif izierten Abschnitt liegen. Weiterhin ist es 
moglich, eine Anreicherung vorzunehmen durch den Ausschluss 
von fragment ierter DNA mit einer GrdBe von < 200 bp, die 
charaJcteristisch f\ir DNA aus apoptotischen Zellen ist. 
Hierdurch wird neoplastische „long«-DNA separiert. 
AnschlieSend kann beispielsweise eine andere 

Amplifikationsreaktion mit sequenzspezif ischen Primem gegen 
ausgewShlte Bereiche in den Genen APC, K-ras und p-Catenin 
diirchgefuhrt werden. Hierbei sind fCir APC die Primerpaare so 
gewahlt, dass sie eine Amplif izierung uberlappender 
Frequenzen in Exon 15 innerhalb des bekannten Bereichs 
gehauft auftretender Mutationen (mutational cluster region; 
MCR) ermoglichen. Ffir p-Catenin sind die Primer beiderseits 
der in Exon 3 lokalisierten MCR positioniert und fur K-ras 
sind die Primer beiderseits der bekannten in Exon 1 
lokalisierten, MCR positioniert. Alle Primer- werden so 
gewahlt, dass sie P.CR-Produkte einer Gr6Se von 180 bis 350 bp 
haben. Eingesetzt. werden hierbei die folgenden Primer- 
sequenzen; jeweils in 5'-»-3'-Richtung: 




K-ras 

S CTGGTGGAGTATTTGATAGTG 

as TCTATTGTTGGATCATATTCG 

5 

P-Catenin 

S CTGATTTGATGGAGTTGGAC 

as CTTGAGTGAAGGACTGAGAA 

10 ABC 

si TTGCAGTTATGGTCAATACCC 

asl GTGCTCTCAGTATAAACAGGATAAG 

S2 CCTCAAAAGGCTGCCACTTG 

as2. CTGTGACACTGCTGGAACTTCGC 

15 S3 AGCaVCCCTAGAACCAAATCCAGCAG 

as3 TGGCATGGTTTGTCCAGGGC 

54 ACAAACCATGCCACCAAGCAGA 
as4 GAGCACTCAGGCTGGATGAACAAG 

55 TTCCAGATGCTGATACTTTA 
20 as 5 CTGAATCATCTAATAGGTCC 



25 



30 



Im weiteren Verf ahrensverlauf ist es bevorzugt moglich, dass 
die mit den Primern gewonnenen- PCR-Produkte mittels eines 
Agarosegels untersucht werden. Die Reinigung der PC3l-Prodiakte 
karm aber auch ohne die Kontrolle der PCR-Produkte. in einem 
Agarosegel mit einem dem Fachmann bekannten Kit vorgenommen 
werden. Fur die Mutationsanalyse der PCR-Prod\ikte stehen dem 
Fachmann mehrere bekannte Verfahren zur Verfugimg, wie 
• beispielsweise die Elektrophoresetechnik, bevorzugt SSCP. 
Hierbei kann eine Detektion der Konformation der Einzel- 
strange der Proben im Vergleich zum Wildtypstandard vorge- 
nommen werden. Ge^ebenenf alls kann es sinnvoll sein, eine 
DNA-Extraktion aus dem SSCP-Gel \md eine Sequenziening aus 
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der so extraliierten DNA oder der korrespondierenden PGR- 
Produkts vorzunehmen,- urn bestiramte Mutationen spfezifisch zu 
detektieren. 

Der so vorgenotranene Nachweis von Mutationen, bei . denen als* 
Marker die Gene APC, K-ras, p-Catenin eingesetzt werden, ist 
vorteilhaft, weil- auf diese Weise alle Typen von spontanen 
Kolonkarzinomen zu einem besonders fruhen Zeitpunkt erfasst 
werden konnen, da in den Tumorvdrstuf en, den aberranten 
Crypten und Adenomen, zu einem hohen Prozentsatz K-ras oder 
P-Catenin mutiert vorliegt, sowie in den Adenomen und friihen 
Adenokarzinomen entweder APC oder p-Catenin mutiert ist. 

Mit dem erf indungsgem§JSen Verfahren lassen sich daher nicht 
nur einige genau bekannte Mutationen erfassen, sondem es 
werden innerhalb derjenigen Genabschnitte, filr die bekannt 
ist, dass dort besonders haufig Mutationen auftreten, alle 
gegebenenfalls auch unbekannte Punktmutationen detektiert. 
Dieses Verfahren ist beispielsweise den immunologischen 
Nachweisen eines aufgrund einer Mutation trunkierten Proteins 
liberlegen . 

Die Erfindung betrifft auch. Primersequenzen ausgewahlt aus 
der Gruppe umfassend: ( 

,fur APC die Primer 

SEQ ID-Nr. 1 ,TTGCAGTTATGGTC3U\TACCC, 

SEQ ID-Nr. 2 GTGCTCTCAGTATAAACAGGATAAG, 

SEQ ID-Nr, 3 CCTCAAAAGGCTGCCACTTG, 

SEQ ID-Nr. 4 CTGTGACACTGCTGGAACTTCGC , 

&EQ ID-Nr. 5 AGCACCCTAGAACCAAATCCAGCAG , 

SEQ ID-Nr. 6 *■ TGGCATGGTTTGTCCAGGGC , 

SEQ ID-Nr. 7 ACAAACCATGCCACCAAGCAGA, 
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SEQ ID-Nr- 8 GAGCACTCAGGCTGGATGAACAAG, 

SEQ ID-Nr, 9 TTCCAGATGCTGATACTTTA, 

SEQ ID-Nr. 10 ' CTGAATCATCTAATAGGTCC, 

. SEQ ID-Nr. 11 " CTGGTGGAGTATTTGATAGTG, 

5 SEQ ID-Nr. 12 TCTATTGTTGGATCATATTCG, 

SEQ ID-Nr. 13 CTGATTTGATGGAGTTGGAC, 

. SEQ ID-Nr.. 14 CTTGAGTGAAGGACTGAGAA, 

wobei die Sequenz 
10 S CTGGTGGA(3TATTTGATAGTG, 
as TCTATTGTTGGATCATATTCG, 
fiir K-ras verwendet wird, 
die Sequenz 
S CTGATTTGATGGAGTTGGAC 
15 as CTTGAGTGAAGGACTGAGAA 

fOjT p-Catenin verwendet wird und die Sequenzen 
si TTGCAGTTATGGTCAATACCC 
asl GTGCTCTGAGTATAAACAGGATAAG 

52 CCTCAAAAGGCTGCCACTTG 

20 as 2 CTGTGACACTGCTGGAACTTCGC 

53 AGCACCCTAGAACCAAATCCAGCAG 
as 3 TGGCATGGTTTGTCCAGGGC 
s4 ACAAACCATGCCACCAAGCAGA 
as4 GAGCACTCAGGCTGGATGAACAAG 

25 s5 TTCCAGATGCTGATACTTTA 
as 5 CTGAATCATCTAATAGGTCC, 
fur APC verwendet werden. 

Die Primer konnen mit Vorteil zur Diagnose von Dickdarmkrebs 
30 und/ Oder Dickdarmkrebsvorlauf erzellen eingesetzt werden. 
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In dem Verfahren werden Primers equenz en verwendet, die zu den 
nachfolgend angegebenen Bereichen auf den Genen fur APC, 
P-Catenin vmd k-ras ausreichend homolog sind, xom durch die 
Polymerasekettenreaktion ein Amplif izieningsprodukt zu 
bilden: 



Jse z 6 X cnrii.ing Gie s vvens 


Accession no 


ir 3. lIuoZp OS J. uxon 








APC 


NM 000038- 


si: 3020-3040 
asl: 3283-3259 












S2: 3765-3784 
as2: 4022-4000 








• 




S3: 4021-4045 
as3: 4334-4315 












S4: 4322-4343 
as4: 4563-4540 












S5: 4483-4502 
as5: 4740-4721 








P-Catenin 


jm 001904 


S: 228-247 
as: 443-424 








Jc-ras 


L 00045 


S: 4-24 
as: 205-185 
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Die Erfindung betrifft auch einen Kit, der die Primer 
xjmfasst, sowie die Veirwendiing des Kits zur* nichtinvasiven 
• Fruherkennung von Dickdarmkrebs und/oder Darmkrebsvoriaiif er- 
zellen. . Der Kit kann gegebenenf alls Inf ormationen zum 
5 Kombinieren der Inhalte des Kits umfassen. Der Kit kann auch 
weitere chemische Reagenzien umfassen, die z\ir Detektion von 
Dickdaormkrebs erf orderlich. sind. Der Kit kann weiterhin 
Hilfs- Oder Tragerstof f e. Enzyme, Marker siibstanzen, aber auch 
Auf bewahriingsbehaltnisse, Obj ekttrager , optische Instrumente 
10 Oder andere Vorrichtungsteile umfassen, die eine biologische, 
^ chemische und oder physikalische Bestlirammg von Dickdarmkrebs 
bzw. Dickdarmkrebsvorlauf erzellen ermoglichen bzw. unter- 
stutzen. 

15 Im Folgenden soil die Erfindung anhand eines Beispieles naher 
erlautert werden, ohne auf dieses Beispiel beschrankt zu 
sein. 

Beispiel; 

20 a) Entnahme der Stuhlprobe oder Gewebeprobe 

Humaner Stuhl: Entnahme einer erbsengroSen Portion des 
abgesetzten Stuhls mit Entnahmelof f el, Uberfiihnmg in ein 
kommerzielles Stuhlrohrchen, schockgef rieren in flussigem 
Stickstoff , Lagerung bei -80 ®C, 
25 Nagerstuhl: Ausstrichen eines Stucks geformtein Stuhis .aus 

dem Enddarm, schockgef rieren in flussigem Sticktoff , 
Lagerung bei -80°C, 

Humanes Tumorgewebe oder Vorlaufer {'aberrante Crypten, 
Adenome, Adenokarzinome) . Biopsie im Verlauf der 
30 Koloskopie oder OP; 

b) Homogenisierung der Stuhlprobe in Puf f ersystemen aus 
kommerziellen Kits' oder in TE-Puffer (z.B. 10 mM Tris-HCL, 



12 



pH 8.0, 1 mM EDTA) evtl. unter Einsatz von bis zu 
400 mg/ml Proteinase K. Mixen des Hbmogenats bei 99 ""C fUr 
IQ bis 3 0 Minuten, bevorzugt 15 Minuten; altemativ bei 
55 C fur 30 bis 60 Minuten . Oder bei 37 °C fur 30 bis 
60 Minuten; • 

Zentrif ligation bei 12000 g fihx 5 Minuten. 

c) Isolierving von DNA. aus Uberstand des Stuhlproben- 
homogenats oder aus Gewebeproben mittels kotnmerzieller 
Kits ; 

d) (optional:) Gegebenenf alls Anreicheirung 

a. der Zielgene aus Gesamt-DNA durch Hybridisiearung 
seqenzspezif ischer biotinylierter Oligonukleotide mit den 
Zielgenen APC, K-ras \md p-Catenin, Kopplimg des Bio t in- 
restes an Streptavidin und Separation uber magnetische 
Partikel mittels kommerzieller Kits. Die Oligonxokleo- 
tidsequenzen sind so zu wSlilen, dass sie mit Bereichen 
hybridisieren, die von den nachfolgend vearwendeten PCR- 
Primem . begrenzt werden oder dicht neben . dem axnplif i- 
zierten Abschnitt 

Oder 

b. der neoplastischen „ long -DNA durch Ausschluss von 
fragment ierter DNA einer GroSe von < 200 bp, die 
charakteristischL ist fur DNA aus apoptischen Zellen 

e) PGR mit sequenzspezif ischen Primem gegen ausgewahlte 
Bereiche in den Genen fur APC, K-ras und p-Catenin: 

APC: Primerpaare ermoglichen Amplif izierung uberlappender 
Sequenzen in Exon 15 innerhalb des bekannten Bereichs 
gehauft auftretender Mutationen (mutational cluster 
region; MCR) , 
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P-Catenin: Primer beiderseits d^r in Exon 3 lokalisierten 
MCR, 

K-ras: Primer beiderseits der bekannten, in Exon 1 
lokalisierten, MCR positioniert..., . 

Alle Primer werden so gewahlt, dass die PCR-Prodxifcte eine 
GroSe von 180 bis 350 bp haben. 

Kontrolle der PCR-Produkte auf 2 bis 3%igem Agarosegel, 
bevorzugt 2,5 % Agarose; gegebenenf alls Detektion von 
Deletionen oder Insertionen*; 

Reinigung der PCR-Prodiikte mit koramerziellem Kit 

Mutationsanalyse der PCR-Produkte mittels geeigneter Elek- 
trophoresetechnik, bevorzugt SSCP: 5 bis 14%iges Acryl- 
amidgel in 0,5 x oder 1 x TBE- Puffer, bevorzugt 8 % Acryl- 
amid in 1 x TBE, Elektrophorese bei 4 bis 10 3 00 mA, 2 

bis 4 Stiinden oder 4 ^C, 100 mA, 16 Stiinden 
Herkommliche Farbemethoden, bevorzugt Farbung mit Silber- 
nitrat 

Detektion der Konf ormation der Einzelstrange der Proben im 
Vergleich zum Wildtyp- Standard 

(optional:) DNA-Extraktion aus dem SSCP-Gel und Sequen- 
zierung der aus dem SSCP-Gel extraliierten DNA oder der 
korrespondierenden PCR-Produkte 
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Patentanspruche 

Verfahren zur nichtinvasiven Fnoherkenniing von Dick- 

darmkrebs iind/oder Darmkrebsvorlauf erzellen durch 

Mutationsanalyse der Gene fur APC, K-ras und P-Catenin 

in einer Probe, 

dadurcli gekennzeichnet , dass 

das Verfahren folgende Schritte lomfasst: 

Entnahme einer Stiihl- xmd/oder Gewebeprobe, 

Hotnogenisieren der Probe, 

Gewinniing von DNA aus der Probe, 
- Durchfiihning einer Amplif izierungsreaktion in den 

Genen fCir APC, K-ras und P-Catenin, 

wobei fur APC die Primer 

si TTGCAGTTATGGTCAATACCC 

asl GTGCTCTCAGTATAAACAGGATAAG 

s2 CCTCAAAAGGCTGCCACTTG 

as 2 CTGTGACACTGCTGGAACTTCGC 

53 AGCACCCTAGAACCAAATCCAGCAG 
as3 TGGCATGGTTTGTCCAGGGC 

54 ACAAACCATGCCACCAAGCAGA 
as4 GAGCACTCAGGCTGGATGAACAAG 

55 TTCCAGATGCTGATACTTTA 
as 5 CTGAATCATCTAATAGGTCC , 
fur K-ras die Primer 

S CTGGTGGAGTATTTGATAGTG 
as TCTATTGTTGGATC!ATATTCG 
und fur p-Catenin die Primer 
S CTGATTTGATGGAGTTGGAC 
as CTTGAGTGAAGGACTGAGAA 

verwendet werden , wobei Amplif ikat ions - Produkt e 
entstieiien und. 
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- IXirchfulirung einer Mutationsanalyse in- den Amplif i- 
kat ions - Prodiikten . 

Verfahren nach Anspnich 1, 
dadiirah gekennzeichnet , dass 

K-ras- und P-Catenin-Gene aus einer Gesamt-DNA 
durch Hybridisierung sequenzspezif ischer biotinylierter 
Oligonukleotide mit den Genen APC, K-ras iind P-Catenin 
mittels Kopplung des Biotinrestes an Streptavidin und 
nachfolgender Trennung liber magnetische Partikel 
angereichert werden. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die PCR-Produkte in einein Agarose -Gel vor der Reinigimg 
far Kontrollzwecke aufgetrennt werden • 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

die Mutationsanalyse der PCR-Produkte mittels 
Elektrophoresetechnik erfolgt, bevorzugt SSCP. 

Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, 
dadurch gekennzeichnet , dass 

detektierte mutagene Konf orroationen der. Einzelstrange 
isoliert xind gegebenenf alls sequenziert werden. 

Primersequenzen ausgewahlt aus der Gruppe umfassend: 
fur APC die Primer 
si TTGCAGTTATGGTCAATACCC 
asl GTGCTCTCAGTATAAAC!AGGATAAG. 
s2 CCTCAAAAGGCTGCCACTTG 
as 2 CTGTGACS^CTGCrGGAACrTCGC 
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53 AGCACCCTAGAACCAAATCCAGCAG 
as3 TGGCATGGTTTGTCCAGGGC 

54 AC3^AACC3VTGCCACCAAGCAGA 
as4 GAGCACTGAGGCTGGATGAAa^AG. 

55 TTCCAGATGCTQATACTTTA 
as5 CTG2\ATCATCTAATAGGTCC , 
ffir K-ras die Primer 

S CTGGTGGAGTATTTGATAGTG 
as ■ TCTATTGTTGGATCATATTCG 
Tind fur P-Catenin die Primer 
S CTGATTTGATGGAGTTGGAC 
as CTTGAGTGAAGGACTGAGAA. 

Verwendung * der Primersequenzen nach Ansparuch 6 zior 
Mutationsanalyse, insbesondere zur Analyse der APC, K- 
ras und p-Catenin-Gene . 

Kit, umfassend die Priiaer ausgewShlt aus der Gruppe 
uxnfassend: 



fur 


APC die Primer 


si 


TTGCAGTTATGGTCAATACCC 


asl 


GTGCTCTCAGTATAAACAGGATAAG 


s2 


CCTCAAAAGGCTGCCACTTG 


as 2 


CTGTGACACTGCTGGAACTTCGC 


S3 


AGCACCCTAGAACCAAATCCAGCAG 


as3 


TGGCATGGTTTGTCCAGGGC 


S4 


ac:aaaccatgccaccaagcaga 


as4 


GAGCACTCa^GGCTGGATGAACAAG 


S5 


ttccagatgctgatacttta 


as5 


CTGAATCATCTAATAGGTCC , 


fiir 


K-ras die Primer 


s 


CTGGTGQAGTATTTQATAGTG 


as 


TCTATTGTTGGATCATATTCG 
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und.fur P-Catenin die Pximer 

S CIH3ATTTGATGGAGTTGGAC 

as CTTGAGTGAAGGACTGAGAA- 
tmd gegebenenfalls Inf oarmatipnen zum Kombinieren der 
Inhalte des Kits . 

Verwendimg des Kits zur Detektion von Dickdarmkrebs 
und/oder Dickdarmvorlauf erkrebszellen . 
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Zusammenf assung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur niclitinvasiven 
Friiherkennung von Dickdarmkrebs und/oder Dickdarmkrebs- 
vorlauf erzellen. Primer, mit denen Mutationsanalysen in 
ausgewalilten Regionen der Gene APC, K-ras und. p-Catenin 
durcligefuhxt: werden konnen, sowie einen Kit, der diese Primer 
ximfasst und aioSerdem die Verwendung der Primer land des Kits 
zur Mutationsanalyse, insbesondere 'zur Fruherkennimg von 
Dickdarmkrebs und/oder bickdarmkrebsvorlauf erzellen. 



